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Manual del programa Confocal Uniovi ImageJ ( \ansl.0)

Introduccion.

ConfocalUniovi Image Jes una coleccion de funciones y “plugins” delgpaona
ImageJ, dirigidas a visualizar y procesar imageidsnidas con el Microscopio
Confocal Leica TCS SP2 AOBS.

Image J es un programa de proceso y analisis dgeimed de dominio publico (“open
source”), realizado en lenguaje Java. Su authoyn@&/&asband trabaja en el Research
Services Branch, National Institute of Mental HeaBethesda, Maryland, USA.

Existen versiones del programa para Windows, Maoyx.

Con el paso de los afios el programa se ha vistpleamentado por un creciente
namero de “plugins” y macros, desarrolladas pogmam nimero de colaboradores.
Estos plugins se pueden afiadir a convenienciagtgma original. Toda la
informacion sobre ImageJ se puede encontrantgmi/rsb.info.nih.gov/ij/

En ConfocalUniovi ImageJse han agrupado, junto al programa ImageJ, ureadser
“plugins” de gran utilidad para el proceso de inrégede confocal. Todas las funciones
del programa se agrupan en una interface graficaicaconjunto de botones que
facilitan su utilizacién por los usuarios.

Instalacion.

ConfocalUniovi Image Jincluye la version para Windows de ImageJ . Para su
instalacion se necesita un ordenador con Window8,20P , Vista o 7, con 512 Mb de
RAM.

Se puede descargar de la pagina web del Servidfsabeso de Imagenes de la
Universidad de Oviedohttp://www10.uniovi.es/spi/enlaces.htm

Una vez descargado el fichero “setup_Confocal _UnimageJ.exe”, lo ejecutaremos y
comenzard su instalacion.

Nos aparece la pantalla siguiente:
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ﬁl Instalar - ConfocalUniovi *

Bienvenido al asistente de
instalacion de ConfocalUniovi

Este programa instalara ConfocalUniovi Imaged (1.0) en su
sistema.

Se recomienda gue cieme todas las demas aplicaciones antes
de continuar.

Haga clic en Siguiente para continuar, o en Cancelar para salir
de |z instalacion.

Siguiente > ] | Cancelar

Pulsaremos “siguiente” y nos preguntara por ekthréo de instalacion, dejaremos el
gue nos aparece por defecto que sera c:\imagel$aremos “siguiente”

ﬁ! Instalar—ConfD-calUniovi_ =N A

Seleccione la Carpeta de Destino
i Donde debe instalarse CorfocalUniowi?

| El programa instalara Confocal Uniovi en la siguiente carpeta.

Para continuar, haga clic en Siguiente. 5i desea seleccionar una cameta diferente,
haga clic en Examinar.

- image.| Examinar...

Se reguieren al menos 1074 MEB de espacio libre en el disco.

< Atras H Siguiente > ] | Cancelar

Introduciremos el nombre de la Carpeta del Menlni# y volveremos a pulsar
siguiente.
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B ot N e
Seleccione la Carpeta del Mem Inicio
iDdnde deben colocarse los accesos directos del programa?

Bl programa de instalacidn creara los accesos directos del programa en la
l siguiente campeta del Mend Inicio.

Para continuar, haga clic en Siguierte. S5i desea seleccionar una campeta distinta, haga
clic en Bxaminar.

Confocalliniovi Image. Examinar...

< Mras ][ Siguieﬂte:=] [ Cancelar

Si deseamos crear un icono de acceso directoestrdorio marcaremos la opcion
correspondiente.

Seleccione las Tareas Adicionales
i Cué tareas adicionales deben realizarse?

Seleccione las tareas adicionales que desea que se realicen durante la instalacion de
Confocal Uniovi y haga clic en Siguiente.

lconos adicionales:

Crear un icono en el escritorio

< firds ][ Siguiente > ] [ Cancelar

Finalmente se nos presentaran las opciones eleg&lastamos de acuerdo pulsaremos
el boton de “Instalar”.
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ﬁ! Instalar - %nfﬂcalUniﬂvi% =

Listo para Instalar

Ahora el programa esta listo para iniciar la instalacion de Confocal Uniovi en su
sistema.

Haga clic en Instalar para continuar con el proceso, o haga clic en Atras si desea revisar
o cambiar alguna corfiguracidn.

Campeta de Destino: -
c:\imagelJ

Cameta del Menu Inicio:
Confocal Uniovi ImageJ

Tareas Adicionales:
lconos adicionales:
Crear un icono en el escritorio

< Atras “ Instalar ]I Cancelar

Una vez finalizado el proceso de instalacion n@sexqe la siguiente ventana
indicAndonos que se completd con éxito la instataci

ﬁ.‘lnstalar—CﬂnfﬂcalUnio\ri g, . —

Completando la instalacion de
ConfocalUniovi

El programa completd la instalacian de ConfocallUniovi en su
sistema. Puede ejecutar la aplicacion haciendo clic sobre el
icono instalado.

Haga clic en Finalizar para salir del programa de instalacion.

Finalizar

Si durante la instalacion hemos seleccionado l@opmrrespondiente, al finalizar la
instalacion, en el escritorio, nos aparecera undquara acceder directamente al
programa.



Manual del programa Confocal Uniovi ImageJ ( \ansl.0)

Funcionamiento.

Al arrancar el programa nos aparecen dos mengsnelral de ImageJ y el que contiene
las funciones de ConfocalUniovi ImageJ.

j£ Image 4 IS e

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

IO o|z|o|~<| 4]+ |~TA|a|®|O] z [ |iL |,

vm=o) |

Wand (tracing) toal

[ Confocal Unicvi N s = sl

" I':—n- '—

’éﬂ’t = Clhe §|FF X
=l N SAME

A continuacion se describen cada una de las fuasiortiuidas en el mena: Confocal
Uniovi. Para conocer el funcionamiento del mena@pial de ImagJ ir a la
documentacion “on line” de la pagina Wéilbtp://rsb.info.nih.gov/ij/docs/

Leer imagen del Confocal Leica.

Permite abrir imagenes almacenadas en el formétdideoscopio Confocal Leica
TCS SP2 AOBS. Este equipo almacena las imagenesperimentos. Cada
experimento se almacena en un subdirectorio qugeoen un fichero (lei) para la
apertura del experimento en el microscopio confagafichero de texto (txt) con la
informacion de la configuracién del microscopiojétivos, ganancia, apertura del
pinhole, tamafio de la imagen , etc) y un conjuettnthgenes que a su vez pueden
estar formadas por series de imagenes de unoas\@mnales. Cada una de las
imagenes es un fichero .tif.
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Al pulsar en el boton se nos abrira el exploradoarthivos, buscaremos el
subdirectorio del experimento que nos interesdecs®naremos el fichero de texto

(.txt)
4 Leica List Opener &]
.
Buscar en: | . convallaria = E =] E
Pz Q convallaria.awvi ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chi0.tif
'**y || convallaria.lei ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chil.tif

E|E|'leE|'I1I'S :'; convallariabd ™ ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chD2.tif
s convallana_30AnimMax_00_AD000_ch00.tif ™ convallaria_3D4nimMax_00_A0005_chi0.tif

™ convallaria_3DAnimMax_00_A0000_ch01 tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0005_chil.tif

! ™ convallaria_30AnimMazx_00_A0000_ch02.tif ™ convallaria_3D4&nimMax_00_A0005_chD2.tif
Escritario ™ convallaria_3DAnimMax_00_AD001_ch00.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0006_ch00.tif
™ convallaria_30AnimMazx_00_A0001_ch0l.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0006_chil.tif

] ™ convallaria_30AnimMazx_00_A0001_ch02 tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0006_chi2.tif

]ﬂ:‘" ™ convallaria_3DAnimMa:x Q0_A0002_ch00.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0O007_chi0.tif
Documentos ™ convallaria_3DAnimMa:x 09_A0002_chil tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0O007_chil.tif
™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0002_ch02.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0007_chi2.tif

! ,IL. ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0003_ch00.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_AO008_ch00.tif
o~ ™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0003_chil.tif ™ convallaria_3D4&nimMax_00_AD00E_chil.tif
Equipo ™ convallaria_30AnimMazx_00_A0003_ch02.tif ™ convallaria_3D4&nimMax_00_AD00E_chD2.tif

==
-

1 |

| &. Mombre de archivo:

Red archivos de tipo: RS A - Cancelar

(Ll

Nos aparecera la siguiente ventana que nos pegsttagier que imagen o conjunto de
imagenes (en caso de que se trate de una serrenmpgeabrir y, en caso de tener mas
de un canal, si queremos verlas como imagenesaggsao intercaladas en una serie.

4 Select Images to Open |£|

Iv Split channels?
convallaria.td contains 2 image %ries

v Series005
[ 2DAnimMax 00

OK | Cancel|
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Es aconsejable seleccionar la opcidn de “Split Gaks para ver los canales como
imagenes separadas.

Si la imagen tiene mas de una seccién podemosatespbs por todo el conjunto
moviendo la barra de la parte inferior.

-

Leer TXT

Permite abrir el fichero de texto del archivo Lgieaa conocer la informacién de
la configuracion del microscopio y las caractecégide adquisicion de las imagenes del
fichero (objetivos, ganancia, apertura del pinht@imaro de la imagen , etc).

Al pulsar el boton se nos abrira el exploradormigos, buscaremos el subdirectorio
del experimento que nos interesa y seleccionarehfashero de texto (.txt):
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4 Leica List Opener &]
|
Buscar en: | || convalaria - E _J ==
e Q convallaria.avi ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chi0.tif
""*ﬁ || convallaria.lei ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chil.tif
E|EF|?EI'IU35 convallaria.bd ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0004_chD2.tif
redentes E c;wa ana_3DAnimMax_00_AD000_ch00.tif ™ convallaria_30AnimMax_00_A0005_ch00.tif
™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0000_ch0l.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0005_chil.tif
! ™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0000_ch02.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0005_chi2.tif
Escritorio ™ convallaria_3DAnimMax_00_AD001_ch00.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0006_ch00.tif
™ convallaria_3DAnimMax_00_A0001_chl tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_AO006_chil.tif
]ru ™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0001_ch02.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_AO006_chi2.tif
I'f." ™ convallaria_30AnimMa:xQ0_A0002_ch00.tif ™ convallaria_3D4&nimMax_00_A0007_chi0.tif
Documentos ™ convallaria_30AnimMax 00 _A0002_chl.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0007_chil.tif
™ convallaria_30AnimMax_00_A0002_ch02.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0007_chi2.tif
I ,Ih. ™ convallaria_3DAnimMax_00_20003_ch00 tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_A0008_chi0.tif
f g ™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0003_chl tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_AO00E_chil.tif
Equipo ™ convallaria_3DAnimMazx_00_A0003_ch02.tif ™ convallaria_3DAnimMax_00_AO00E_chi2.tif
I 4 | 1 | F
| _&' Mombre de archivo:
Red Archivos de tipo: Todos los archivos -]
[ — e
g
L lpps

SFEN Abrir archivos simples
Permite abrir cualquier imagen tiff tanto de comafczomo de cualquier otra fuente

Al pulsar el boton se nos abrira el explorador igos y seleccionaremos el fichero
de imagen (.tiff) que nos interesa.

A

e Salvar TIFF
Permite salvar como tiff la imagen seleccionada.
Al pulsar el botén se nos abrira el explorador maizos, buscaremos la carpeta donde

qgueremos guardar el fichero, escribiremos el nordéléchero y pulsaremos el botén
guardar
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Save as TirT IK
Guardar an: | 7= 2007-12-05-Convallaria s R =
uz’ 51207 P 051207 _Senes041_z006_choo M 051207 _Senes041_2013_chod
Fos1207 1 051207_Seriesd1_z006_ch01 M 051207_Serksd1_m13_chol
Documentos | i (151 207_Series041_2000_chi0 I 051207_Senes041_z007_cho0 1 051207_Series0d1_z014_chod
FECENES e (151207_Series0d]_z000_ch0l MI051207 Senss041_2007_chO1 MI051207_Seriesd1_2014_cho1l
Ea. M 051207 Seriee0d1_m01_choo M 051207 Series041 2008 ch00 M 051207 _Series041 2015_ch0d)
M 051207_Series0d1_z001_cho1 M 051207_Seriestd1_z008_chol M051207_Seriesdd1_2015_cho1
Escritor MM 0S1207_Series041_z002_chO0 051207 _SeriesD41_2003_chDO M 051207 _Series041_r016_chod
. P 051207_Series0d 1_2002_ch01 ™ 051207_Senies041_2009_cH01 M 051207 _Series0d1_2016. chol
=/ I (051207 Series)41_z003_cho0 M 051207 Senies041_2010_ch00 M 051207_SeresD41_z017_ch00
Ms 9 051207_Senes0d1_z003_chO1 M 051207 _Senes041_z010_ch01 M 051207 _Senesi41_z017_chol
documentos. | 051207 Senest41_z004_cho0 MM 051207_Seres041_z011_cho0 1 051207_Seresti41_z018_chorl
. | 051207_Seriesd1_s004_ch01 M 051207_Seriesnd1_2011_ch01 M 051207_Serks041 018 chol
g’ |8 051207 Series041_7005_choo M 051207 _Senes041_z012_chao M 051207 _Series041_2019_chod
MiFC Euﬁlm?_wumﬁ_crm ™ 051207_Senes0q1 2012 chol uaamr_%wa_ma_dmi
K4 ¥
@ Nombre de archivor € = || Guardsr |
Mis sitics de EET T — e
red  Archivos e tpo:  [Todos bos archives | Concelr ]

Si el fichero es una serie de imagenes se salvdade serie en un unico fichero de

imagen .

Cerrar imagenes

Al pulsar sobre esté icono se cierran todas lageémgs abiertas

—>
]|

Duplicar imagen

Permite duplicar el fichero seleccionado, ya sesasgmie 0 una Unica imagen

Si tenemos seleccionada la ventana de una imalgaumsar el botor

—>
]

se abrira la

siguiente ventana:

Duplicate. .. ‘Z‘

| Seriezn41 z004 cRh01-1 4 |

aK | Caneel |
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Escribiremos un nombre para denominar la nuevaemagiejaremos el que nos asigna
el programa por defecto, pulsaremos OK y se cra@a&opia de la imagen.

—>

Si tenemos seleccionada la ventana de una sepelsalr el botoi se abrira la

siguiente ventana :

. Duplicate... B|

Tiie | EERTE

I Duplicate Stack
Range: | 1-30

[#]°4 Cancal

Si marcamos la casilla “duplicate stack” y pulsa®#s se creara una copia de la serie.

Si queremos duplicar s6lo una imagen de la seegaaivaremos la casilla “duplicate
stack” y escribiremos en la casilla “range” el naonge posicionamiento de dicha
imagen (en el ejemplo se selecciona la seccidonemuirhde las 30 secciones totales de
la serie)

Title: | Series041 Red-1

™ Duplicate Stack

Range:@
OK I Cancel]

Si queremos duplicar un rango de imagenes de uigs, &n la casilla “range”,
escribiremos el rango que deseamos, por ejemplbylAbs duplicara las 10 primeras
imagenes de la serie.

-

-8B  Egcalarimagen

Permite modificar el nUmero de pixeles de una image

10
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Al pulsar el icono se abre una ventana en la qdempos escribir el nGmero de pixeles
de la nueva imagen o bien el factor de aumengaloacion que le queremos aplicar.
Cuando se trata de imagenes cuadradas el valorsdalX o Yscale seran iguales, lo
mismo sucede con los valores de ancho (width)wyalheight)

En caso de que estemos aumentando el numero despibecla imagen debemos
indicar si queremos que los pixeles se creen dotepolacion de los existentes con
sus vecinos mas proximos (bilinear o cubica) gueremos interpolacién (none).

Si la casilla “Craete new window” esta activadapu&va imagen aparecera en una
nueva ventana. Si se desactiva esta opcion, laeimaigginal se elimina y sélo
aparecera la imagen escalada.

HGrale: |

Y Geale: |05

Wiiidth (paxals): 612

Height (pixels); | 512

Interpolation: | Bilinaar »

I Fillwaith Backaground Color
W Create newwindow

MAY_Serles04 R

ok | Cancel |

Titla:

Calibrar imagen.

Con esta funcién podremos realizar una calibragéta imagen de manera que las
medidas que hagamos se obtengan en unidades(raaless, mm, cm, etc).

Para calibrar una imagen podemos proceder de dosrag
- 1 Sitenemos marcada en la imagen una distancia amwida.
___...-"

En este caso, con la herramienta li*"= del menu de ImageJ marcaremos la
distancia conocida.

11



Manual del programa Confocal Uniovi ImageJ ( \ansl.0)

320x347 pixels; RGE; 434K

A continuacién pulsaremos en el icono “calibraintagen” y se nos abrira el
siguiente menu:

Distance in Pixels:
Known Distance: 400

Pixel Aspect Ratio: 1.0

Unit of Length:  micras

Click to Remove Scale
v Global

Scale: 0.238 pixels/micras

OK | Cancell

Pt

El primer valor “Distance in pixels” correspondi&dongitud en pixeles de la linea
marcada y no debemos tocarlo. El siguiente valoroii Distance” corresponde a la
distancia en unidades reales de la linea marcadsste caso 400 micras . El
siguiente valor “pixel ratio” se refiere a la ratatlongitud/anchura del pixel.
Siempre que trabajemos con pixeles cuadrados susaia 1.0. En el campo “Unit
of Length” teclearemos las unidades de medida éwien este caso). Finalmente
marcaremos el campo “global” si queremos que asterf de calibracién se aplique

12
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a todas las imagenes que abramos. En caso de spenutes que se aplique sélo a
esta imagen lo dejaremos sin marcar.

- 2 si conocemos el valor de calibracion del pixel d&imagen.

En el caso de las imagenes obtenidas con el mapasconfocal Leica TCS SP2
AOBS el equipo guarda la calibracion del pixel eiicbero TXT. Abriremos el
fichero txt del experimento, buscaremos el valoladealibracion del pixel (suele
venir como “voxel with” y “voxel height”) y tecleamos su valor en el campo
“Know Distance”. En el campo “Distance in PixelsSiuremos el valor 1 y el resto
de los valores haremos como en el caso anterior.

¢ SetScale IAJ

Distance in Pixels: 1
Known Distance: 0,23

Pixel Aspect Ratio: 1.0

Unit of Length: ~ micras

Click to Remove Scale

¥ Global

Scale: =no scale=

oK Cancel

Finalmente pulsaremos OK para aplicar esta calima&n este momento aparece
en la parte superior de la imagen la informaciéosugedimensiones reales, con las
dimensiones en pixeles entre paréntesis.

Pintar barra de escala
Con esta funcién podemos incluir una barra de asralina imagen/serie/proyeccion.

Primero debemos haber calibrado la imagen de tragyiendo las instrucciones
explicadas en el apartado anterior (Calibrar impagen

Al pulsar el icono se abrira la siguiente ventana:

13
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. ScaleBar Plus

Width inm: | Bl
Heightin pixels; |8
FantSize: |28
color [White bl
Background: | Mone v
Location; anerﬁ'lgh't- v
¥ Bold Ted |~ HideText

[~ Serif Font
[ Lakel all Blicas

Ok | C-ancel‘

Escribiremos en “with in m” la longitud de barraekrala que deseamos afiadir a
nuestra imagen/serie/proyeccion y en “Hight in [@Xel grosor de la barra de escala.
En “ Location” podemos escoger la posicidon dondeaar la barra de escala: “upper

right”, “lower right”, “lower left”, “upper left” (La opcidn “at selection” no funciona).

[

| 4730, 1024,00%235 52 micras (1 024x1 024, 8-bit; 30ME

_[DiX]

E >

El color de la escala sera el de la paleta deeslbUT que tenga la imagen
seleccionada, por tanto las opciones “Color” y ‘iBgound” de la escala no tienen
utilidad y es preferible dejarlas como aparecendadecto: “Color” = “White” y
“Background” = “None”.

14
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Si tenemos una serie abierta y activamos la ogitidbel all Slices”, la barra de escala
aparecera en todas las imagenes de la serie.

El texto que sale debajo de la barra de escalademos poner en negrita marcando la
casilla “Bold Text”, cambiar entre dos tipos dedanharcando la casilla “Serif Font” o
cambiar el tamafio de letra escribiendo en “Farg”SBEi marcamos la casilla “Hide
text” el texto desaparece y sélo veremos la barestala.

jmn
== Proyeccién Z
Permite realizar una proyeccion en Z a partir g serie de imagenes.

Al pulsar el icono de proyeccion Z aparece la ggté ventana:

Sar shce: |1

Siop slice: 30

P e ——
Projacilon Type 2 Miax ImEnsity o
ey

=
s

K | Cancal |

En la opcidn “Projection Type” podemos seleccicgrare varios tipos de proyecciones:

- “Average Intensity’: cada pixel de la proyeccion corresponde coraéivmedio de
cada columna

- “Max Intensity”: cada pixel de la proyeccién corresponde corixalmle valor
maximo de cada columna.

- “Min Intensity ”: cada pixel de la proyeccion corresponde corixalgle valor
minimo de cada columna.

- “Sum Slides: cada pixel de la proyeccién corresponde comutaade los valores de
los pixeles de esa columna. La imagen resultanieagnagen de 32 bits por pixel
para que los valores de la imagen resultante pusstasuperiores a 255

- “Standard Deviation”: cada pixel de la proyeccién corrresponde a Evideion
standard de los pixeles de esa columna. La imagerfiante es una imagen de 32 bits
por pixel para que puedan tener pixeles con vattgeisnales

- “Median”: cada pixel de la proyeccion corrresponde al veola mediana de los
pixeles de esa columna.

El tipo de proyeccion més utilizado habitualmergele'Max intensity”.
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Si deseamos hacer una proyeccion de un niumerordeteto de secciones dentro de la
serie, podemos escribir el nimero de la imagenid®iy de final de la proyeccion en
los apartados “Start slide” y “ Stop slide”, resjpemente.

e
Proyeccién 3D

Permite realizar, en forma de animacion, una pragacn Z desde distintos angulos
para tener una vision completa de la estructulartansional de la muestra. Para
utilizar esta funcion debemos trabajar con unasbgiimagenes.

Al pulsar el icono de reconstruccion 3D aparecgdaiente ventana:

. 3D Projection

Frojection Method: :

Auxts of Ratation

Slice Spacing ()

Inttial Angle (0-359 degreas)
Total Rotaticn (0-359 degrass): 360
RotationAngle Increment ;.ID
Lower Transparancy Bound 1
UppafTranapaTancv Bound: 5'255
Opacity (0-100%): |0
Surface Depth-Cueing (0-100%) | 100
Infetiar Depth-Cueing (0-100%) | 50

[ Interpolate

(814 | Cancel]

- “Projection method”: Nos permite elegir entrendtodos: “Nearest point”, “Brightest
Point” y “Mean value”. El mas utilizado es el “Bhigpst Point”

- “Axis of rotation”: Podemos elegir entre rotaré&onstruccion tridimensional en el
eje X,elYoelZ

- Slide spacing: es la distancia entre secciontsa®p Para imagenes obtenidas con el
microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS el equiparda esta informacion en el

|=w

fichero TXT: Abriremos el fichero txt del experinte pulsando el icon_ = “leer
TXT” y buscaremos el valor de “Voxel-Deptan)”.
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- “Initial angle”: indicaremos el angulo donde geieos iniciar la animacion.

- “Total rotation”: indicaremos los grados totatksla animacion.

- “Rotation angle increment”: indicaremos el incegrto en angulos entre una posicion
y la siguiente.

- Los parametros de “Lower transparency bound”,gélgransparency bound” y
“Opacity” estan relacionados con la intensidadodepiixels en la reconstruccion 3D. Se
recomienda dejar los que aparecen por defecto.

- “Surface Depth-Cueing” y “Interior Depth-Cueind@gjar el dato que aparece por
defecto; solo se aplica en series con un gran raideesecciones opticas

-“Interpolate”. Si marcamos esta casilla el progaaganera la informacion entre planos
obteniendo una reconstruccion 3D de mayor caliath dejamos sin marcar los
pixeles correspondientes a zonas entre planoscapaea negro. Es aconsejable utilizar
esta opcidn aunque el proceso de reconstrucciomasento.

o f

Secciones ortogonales

Permite realizar secciones ortogonales de un valuleaina serie de forma interactiva,
desplazandose en cualquier eje sobre la serieigrmmm capturar imagenes. Para
utilizar esta funcion debemos trabajar con unasiimagenes.

Al pulsar el icono aparece la ventana del visaraattivo de volumen de ImageJ.
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Slice Trlines v RiZ8 ~ -aspect 6. 126593 Save Vew >

The 128

Argls ofrotation x: B0 210

[o] e [imarkiers

: . | xy | . ¥z | ]

En el centro aparece la imagen del visor interadiirculo azul).

En la zona inferior de la ventana tenemos las oesipara:

1- cambiar la escala de la imagen que aparecewsoelinteractivo ( “Scale”)

2- activar o desactivar los ejes (axes) y las nsaf¢larkers”) del visor interactivo
3- cambiar el &ngulo de visiéon del volumen pulsagldas casilla “xy”, “yz”, “xz”

4- definir en “angle of rotation” el angulo x y arcel que nosotros queremos estudiar

nuestro volumen.

Para desplazarnos interactivamente sobre el vola®emwestra serie, pulsaremos la
barra indicada con una flecha roja en la ventahaisler interactivo de volumen de
ImageJ y desplazaremos el raton. La imagen del wgeractivo ira cambiando segun
nos desplacemos en los ejes seleccionados. Enrgémiaquierdo de la ventana se
representa la informacién de los tres ejes (Xy; ¥z) y se sefiala en cada eje con una
linea la posicién a la que corresponde la imagenagarece en el visor interactivo.

Si queremos salvar la imagen que aparece en e&limtsoactivo, pulsaremos la casilla
“save view” en la zona superior derecha de la venta

18



Manual del programa Confocal Uniovi ImageJ ( \ansl.0)

Separar bandas color

Permite separar una imagen RGB en tres imadgenependientes: rojo, verde y azul.

Mezclar bandas color

Genera una imagen mezcla a partir de imagenessibandas de colores distintos.
Esta funcidon permite mezclar imagenes de dos dltr@ocromos distintos en una
Gnica imagen. Por ejemplo si tenemos las tresémggysiguientes:

HuarescentCe

ljpg (red) (. o NE ]

, 266K

| FluorescentCellsjpg (blue] o=k e S

5124513 pikels, G-bit, 260K

s FlugrescentCelleipg (E;E-E-%‘ -:ll}EH Xl
5124512 phiels, B-hif, 256K

'[ 5124513 pixals,

= | —

Al pulsar en este icono se abre la ventana:

Fa
& Color Merge "_ |£|

Red:  FluorescentCells jpag (red) -

Green:  FluorescentCells.jpg (green) -
Blue: FluorescentCells jpg (blue) -

Gray.  *Mone* -

I [ Create Composite

W Keep Source Images

Ok Cancel
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Se seleccionara para cada color el nombre de lgeimeorrespondiente. En nuestro
ejemplo queremos mezclar una imagen roja, una weuha azul y no tenemos imagen
gris. La imagen resultante es la siguiente.

PN =

512512 pliels. RGE, 1ME

A esta imagen de tres bandas de fluorescenciapeliéa afiadir una imagen de
transmision o de contraste de fases, incluyendwsibre en el campo correspondiente
a imagen gris.

Seleccionando la opcion “Keep Source Image” lagganas originales de cada color no
se eliminan de la pantalla.

Con esta funcién podemos mezclar imagenes indileduaseries.
(U
sussw  Cargar LUT

Permite aplicar una paleta de colores a una imagee/proyeccion.

Al pulsar este icono se abre la siguiente ventana:

Seleccionando una de las paletas de colores, auggtgen se visualizara con esa gama
de colores.
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=
T— Animar series

Permite observar la serie en forma de animacién
Al pulsar este icono se activa una barra que ssaaalda derecha de la imagen activada.
Si pinchamos en otra imagen, la barra se despleEzaweva imagen seleccionada.

6130, 238.10%238.10 m (1024x1024): RGB; 120MB

En la barra de “animar series” encontramos los&mnjes botones:

“Start animation”: pulsar para empezar la aniaci
= “Stop animation”: pulsar para parar la animacion.
[

“Animation options”: abre una nueva ventana equa podemos definir las
opciones de la animacion:
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Speed (04-1000fps); |10 |
First Frame:; 1 |

Last Frama: |20 |

V¥ Loop Back and Farh
v Btart Animation

e | Cancel‘

Podemos modificar la velocidad de la animacion €&)f3; imagenes por segundo) y
también indicar cual seréa la primera imagen (“Hirstme”) y la dltima “(Last Frame”).
Si activamos la opcion “Loop Back and Forth” laraacion ira del inicio al final y del
final al inicio (efecto ping-pong). Si sefialamo®fEion “Start animation” la animacion
se activara inmediatamente al pulsar la casilla OK.

< “Go to first slice”: abre la primera imagen deanimacion.
“Previous slice”: abre la imagen anterior denarecion.

“Next slice”: abre la imagen siguiente de la aadin.

1 “Last slice”: abre la ultima imagen de la anindeci

“Delete slice”: elimina la imagen de la ventana .
— “Add slide”: aflade una imagen en negro.
|% “Duplicate slide”: duplica la imagen de la verdan

Cierra el menu de “animar series”.
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@)

e

Zoom

Permite ampliar o reducir el tamafio de la imagévaata.

Al pulsar este icono se activa una barra con furesale zoom que se adosa a la
derecha de la imagen activada. Si pinchamos ennségen, la barra de zoom se
desplaza a la nueva imagen seleccionada.

| & MAX Series041 Red (50%)
0 235 10x238.10 m (1024x7024); 8-bit, | MB

Dentro de la barra de zoom encontramos los sigesdrdtones:

‘ &
“Zoom out”: Pulsando este botdn se disminuyeoehz de la imagen hasta
3.1%.

@ ‘
‘ “Reset zoom”: Elimina el zoom y deja la imagesamafrio real (100%).

(@]

“Zoom in” : Aumenta el zoom hasta 3200%.

®
J Cierra el menu de zoom.
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~ = Montaje

Permite realizar una galeria de fotos a partirreserie de imagenes.

Al pulsar este icono se abre una ventana con leisrogs para realizar el montaje.

T L I T
4 e Monla=i: | -3

Columns: |6

Rows: |4
Scale Factor: 0.25
First Slice: :1
Last Slice: |30
Increment. |1
Border Width: |
Font Size: :12

[ Lakel Slices

[ Lse Foreground Color

(Bi%4 Cance| |

En este menu podemos seleccionar el numero de sakuynfilas que queremos en el
montaje (“Colums” y “Rows”, respectivamente).

Con la opcidn “Scale Factor”, el programa reajestamarno de cada imagen en
funcion del nimero de columnas vy filas definidas.

Las opciones “First slice” y “Last slice” permitealeccionar cual queremos que sea la
imagen inicial y la imagen final de la serie pdrementaje.

Con la opcidén “Increment” podemos seleccionamoaddds imagenes de la serie
(“increment” = 1) o una imagen si y otra no (“intient” = 2), etc.

Con “Border With” podemos dejar una imagen al lddda siguiente sin separacion

(“Border With"= 0) o separar cada imagen en el ragnton una linea (“Border
With"=1). Si incrementamos el valor de “Border Wiel grosor de la linea aumenta.
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Si sefialamos la opcion “Label Slides”, cada imadgmontaje ira sefialada por un
namero que indica la posicion de dicha imagen eeiee. El tamafio de este nimero lo
podemos modificas con al opcidn “Front size”.

El siguiente ejemplo realiza un montaje de unie sk 30 secciones 6pticas, tomando
una de cada 2 secciones empezando en la secgitarr@inando en la 28.

L Montage (79.7%)
952.38x952.38 m (1024x1024), 8-bit, 1ME

L Make Montage. @

Calumifis: _.
Riows: |4
Scale Factor: 025
FirstSlice: |2
LastSlice: |28
Increment: |2
Border Width: |2
Fonf 8ize: |20

I¥ Lakel Slices

I Use Foreground Colar

O Cancel .

. Visor de imagenes 3D

Realiza reconstrucciones en tres dimensiones dsarieade imagenes sucesivas de un
volumen de muestra y las visualiza en diferentandtos.

Al pulsar en el icono se nos abre la ventana dealiizacion. Previamente tenemos que
tener abiertas la serie de imagenes que quereiswadizar.

Para cargar una serie de imagenes en la ventansuddizacion iremos a: “File / Add
content”. Se abrira el siguiente menu:
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.| Image) 3D View [ x|

File Edit Select Transformation View Help '

Series005 Green -

Mame Series005 Gree

Cisplayas  Volume

Color

Threshold

Resampling factor
Channels

Wored V¥ green W blue

QK J Cancel

Los parametros que debemos seleccionar son:

* Image. Seleccionaremos la serie de imagenes que quergsuadizar,
podemos seleccionar cualquier serie de imageneteggamos abierta.

* Name.El nombre de este contenido en el visor. Puederimaég de un
contenido visualizandose simultdneamente.

» Display as Método de visualizacion del volumen. Tenemos dpsones:

o Volume. La imagen se visualiza como un volumen con larméacion
de todos los pixeles en el espacio tridimensional.

o OrthoSlice. Se visualizan tres secciones ortogonales (x,y,z).

o Surface.Se visualiza un volumen renderizado.

e Color. Permite seleccionar el color en el que querernsagiizar el objeto.

e Threshold. En caso de que elijamos la opcién “surface” iadécporcion de
volumen que se visualiza en funcidn de su intedsidas zonas del volumen
que tienen una intensidad por debajo del valorldeshold no se visualizan.

» Resampling factor.Es el factor por el que la serie de imagenes egasimeada
para realizar la renderizacion. Un factor de liasif todas las secciones para
renderizar , un factor de 3 utilizara 1 de cadac@i®nes en la renderizacion.
Cuanto menor es este factor mas exacta es la reacién y mas tarda en
realizarla.

e Channek. Si estamos visualizando una imagen en colorarems los canales
gue queremos visualizar. En caso de imagenes mamasrpodemos dejar
marcados los tres.
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A continuacion pueden verse tres tipos de visualra3D de la misma serie de

imagenes.
Image) 30 Viewer T [E=STCEx ¥ M T

'F.le Edit Select Transformation View Help [ iz Ed Transformation  View  Help

Volume Orthoslice Surface

Para variar la vista del objeto utilizaremos lgsigintes combinaciones de herramientas
de ImageJ y botones del ratén:

Operacion | Herramienta de ImageJ Procedimiento

Rotar & Mover el raton pulsando el boton izd

Desplazar | &M Pulsar la tecla “shift” y mover el ratén
T pulsando el botdn izd.

Zoom & Mover la rueda del raton

Zoom Q, Mover el raton pulsando el boton izd

Como es posible tener mas de un contenido visuaose simultdaneamente podemos
rotar simultdneamente todos los contenidos o urelloe Para rotar un contenido
pulsaremos sobre él para seleccionarlo y nos agrdrea recuadro marcando el
contenido. Si realizamos la operacion de rotaramante girara ese contenido. Para
rotar todos los contenidos hay que pulsar coatéhren una zona en que no haya nada,
para deseleccionar todos los contenidos. Unaeseleccionados si realizamos la
rotacion nos rotara todo.

Es posible cambiar el color o el modo de visual@@ade un contenido, para ello
primero debemos seleccionar dicho contenido ( aoscgera el recuadro rojo) y a
continuacion pulsando en “edit” seleccionaremospldiy as” para cambiar el modo de
visualizacion o “attributes” para cambiar los aitids de la imagen ( color,
transparencia, threshold, etc).

La opcidn “fill selection” del menu “edit” ofreca posibilidad de eliminar zonas de
nuestro volumen. Esta opcion solo funciona enaglarde visualizacion de volumen.
Para trabajar con esta opcion primero seleccior@s@involumen del que queremos
eliminar una zona, a continuacion, en el menu deba seleccionaremos la
herramienta de dibujo a mano alzada, a continuangntaremos con el ratén la zona a
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eliminar y seleccionaremos: “edit”/"fill selectionl’a zona de volumen seleccionada se
nos borrara de la imagen.

Con esta opcidn podemos cortar un volumen parto\are hay detras.

File Edit Image Process Analze Fluging Window Help

gola@hl«l+ > |

@

“Ala @Oz Kk ne|m =

E Par estereoscopico

Permite crear un par estereoscopico a partir desenade imagenes.

Al pulsar el icono se abre una ventana en la gial@emos la opcion “Red-Green
Anapglyph”.

. Stereo Pairs g|

Angle ofrotation (2%, ﬁ
Tryangles between 5-10°

| Red-Cyan Anadhph
W Red-Graen Ahadlph
i Stereo Palr

[ Rotation movie

oK | C_ancal|
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El programa comienza a generar las dos proyeccipfiealmente muestra la imagen
“Red-Green” que deberemos ver utilizando las ga%reoscépica).

! Red-Green (50%)
104061024 pixels, RGE; 4. 1MB

E Seleccionar ROI

Permite seleccionar una region de interés (ROlimdgé¢s “region of interest”) en
nuestra imagen o serie.

Al pulsar este icono aparece un mensaje en lalEaptaa duplicar la imagen con el fin
de que al extraer la region de interés no perddaniosagen original:
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Title:  Series005 Red-1

Selgcciona una herramienta, marca la regién de Interés y pulsa Ok

ok |

Desde el menu principal de ImageJ (veric ) deberemos seleccionar la
herramienta necesaria para dibujar la ROI. Podesglescionar un rectangulo (1), un
circulo (2), un poligono (3) o un dibujo a mancad& (4).

File Edit Ifmage Process Anahee Plugihs‘ Window Halg

ED|G|@

e |m|=|@|= |

I‘ar:gulalﬁal fons

Tras dibujar la ROl en nuestra imagen/serie, pataas la casilla “OK” en el mensaje y
la imagen se ajustara solo a la ROI dibujada.

Si queremos dibujar varias ROIs en la imagen debenantener pulsada la tecla
“mayusculas — Shift”.
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—=  Ajustar Nivel Gris
Permite realizar un ajuste del brillo y contrastdalimagen o serie.

Al pulsar el icono se abre la siguiente ventana:

0 Z55
< >
mirirmum
£ [

' haxirmum
< >
Brightness
£ >
' Contrast
L Auto  H Reset
Sei Ay

Moviendo las barras buscaremos el mejor ajusteitie Y contraste para nuestra
imagen.

Los botones inferiores en la ventana nos permiten:

Auto: Image J aplica automaticamente el ajusteivkdas de gris que el programa cree
adecuado para la imagen.

Reset: elimina los cambios realizados.

Set: permite escribir el valor minimo y el valorximo de intensidad para la imagen/

serie.
Apply: aplica los cambios realizados sobre la iméggrie.

AY
—r—  Segmentacion
Permite trasformar nuestra imagen o serie en uagembinaria.
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3 265

C iMEan B&M - v

v Dark background

auto | Apply | Reset| et

Moviendo las barras buscaremos los mejores vatlmeggmentacion para nuestra
imagen.

El recuadro sefialado en rojo nos permite escoger éiferentes métodos de
segmentacion.

En el recuadro sefialado en azul seleccionarenmecian “B&W” y la opcidn “Dark
background” debe estar activada.

Los botones inferiores en la ventana permiten:

Auto: Se aplica automaticamente el método de se@Tién elegido en la ventana
anterior.

Reset: elimina los cambios realizados.

Set: permite escribir el valor minimo y el valorximio de segmentacion para la
imagen/ serie.

Apply: aplica los cambios realizados sobre la iméggrie.

Una vez ajustados los valores de segmentacionrpuaisa el boton “Apply” y se abrira
una nueva ventana:

®

. Convert to Mask

Convert all images in stackio binary?

I~ Caleulate Threshold for Each IFriage

W Hiack Background:

0K, J Gancal‘
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Deberemos activar la opcién “Dark background” ispu“OK”
El resultado final de segmentacion sera una imagemia en la que el fondo tiene un
valor de 0 y la sefial de interés tiene un vala2sie

Histograma interactivo

Permite conocer el histograma de intensidad dd deffrauestra imagen. Podemos
aplicarlo a toda la imagen o a una regién conatetia imagen.

Al pulsar el icono, aparece la siguiente ventana:

. Live histogram of MAX Series()41
328x240 pixels; RGE; 208K

10128

EEE—— 2

o 255

Count 1048576 Min: 3
Mean: 54 289086342 Max 255
StdDev; 5381531 072 Maode: 4 (107189

. i , Walue: 143
List GmmtJ;Llnear e
e — Count: 1129

Min Plat I] MaxPlot |[DEEE |7 Auto & Manual
MirnBin |0 |Max it | 268

Si seleccionamos el modo manual, podemos camisiaslzalas del histograma. Los
valores “Min Plot” y “Max Plot” son para el eje Ylgs valores “Min Bin” y “Max Bin”
son para el eje X.

Al pulsar el recuadro “List”, se abre una nuevataea con los valores de niveles de
intensidad del histograma. Este listado lo podeguasdar como una tabla de datos
(fichero de Excel).

Al pulsar el recuadro “Copy”, copiamos los valodesintensidad del histograma y
podemos pegarlos en un documento de texto (Woed)un fichero de datos (Excel).

Si estamos trabajando con una serie, podemosnideiel histograma de cada imagen
de la serie.

33



Manual del programa Confocal Uniovi ImageJ ( \ansl.0)

Si queremos conocer el histograma de una regiocretande la imagen/serie,
dibujaremos con el ratdn un rectangulo sobre l@ena el histograma se aplicara a la
region dibujada.

L MAX_Series041 Red (50%) § distorramatMA
238.106238.10 v (1024x1024); 8-bit; | MB | 329280 pivels; RGE; 308K

{u]

a 255

Count 58737 Miri: 30
Mear: 97.934328808 Maw: 254
StolDew: 36,373791 224Mode; 88 (76E)

EJ Cnp\;|:Llnear v

Win Flot [0 MaxPlot [768 @ Auto © Manual
ftin Bin 30 Max Bin | 255

1J

Pulsando este icono desaparece el menu genemalded y sélo queda en pantalla el
menu que contiene las funciones de ConfocalUnioeigeJ.

Si queremos volver a activar el menu general dgéhgulsaremos de nuevo en el
icono.
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